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(57) Abstract 

According to the inventive method for representing biologically activated 
inductance-altering particles, especially ferromagnetic or superparamagnetic particles, 
monovalent primary antibodies are mixed with inductance-altering particles in excess, 
the latter being coated with secondary antibodies. Aggregated particles are then 
separated by partial sedimentation, said aggregated particles consisting of a monovalent 
primary antibody and antibody-coated inductance-altering partial particles. According 
to a further method, viruses are mixed with ferromagnetic particles in excess, the 
latter being coated with antibodies that target the sheathing proteins of the viruses, and 
aggregated particles are separated by partial sedimentation, said aggregated particles 
consisting of a virus and antibody-coated inductance-altering partial particles. A 
detecting and counting device for suspended biological microparticles in liquid samples 
has a delivery line (16) for a sample to be measured which is configured as a measuring 
line (34) and surrounded by a metal coil which is configured as a measuring coil (36a). 
The measuring coil is connected to a device (46) for exciting oscillation and measuring 
resonance events. The metal coil (36a) is placed around a core (50) which is bent 
approximately into a C shape and which has a gap (52) through which the measuring 
line (34) is guided. 
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(57) Zusammenfassung r 

Bei einem Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivierten induktivitatsandernde; - insbesondere ferromagnetischen bzw. 
superparamagnetischen - Partikeln werden monovalente primare Antikorper mit induktivitatsande riden Partikeln im Uberschuss gemischt, 
welche mit sekundaren Antikdrpem beschichtet sind, und anschliessend mittels partieller Sedimentar on aggregierte Partikel abgetrennt; diese 
bestehen aus einem monovalenten primaren Antikorper und antikdrper-beschichteten induktivitatsandernden Teilpartikeln. Zudem werden 
bei einem weiteren Verfahren Viren mit ferromagnetischen Partikeln im Uberschuss gemischt, welche mit gegen die Hullproteine der Viren 
gerichteten Antikdrpem beschichtet sind, und anschliessend mittels partieller Sedimentation aggregi; rte Partikel abgetrennt; diese bestehen 
aus einem Virus und antikorperbeschichteten induktivitatsandernden Teilpartikeln. Bei einer Vorrkhtung zum Nachweis und Zahlen fur 
suspendierte biologische Mikropartikel in flussigen Proben ist eine Forderleitung (16) fur eine zu Tiessende Probe als Messleitung (34) 
von einer Metallspule als Messspule (36a) umgeben und diese an eine Einrichtung (46) zum Anreg^n der Schwingung und Messen von 
Resonanzereignissen angeschlossen; die Metallspule (36a) ist urn einen etwa C-formig gebogenen Ke:n (50) gelegt und dieser weist einen 
Spalt (52) auf, durch den die Messleitung (34) gefuhrt ist. 
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BESCHREIBUNG 

Verfahren zum Darstellen von biologisch aktivierten induk- 
tivitatsandernden Partikeln sowie Vorrichtunq dafur 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren fur die Darstellung 
von biologisch aktivierten induktivi tatsandernden -- insbe- 
sondere f erromagnet ischen bzw. superparamagnetischen 
Partikeln. Zudem betrifft die Erfindung eine Vorrichtung 
zum Nachweis und Zahlen von suspendierten biologischen 

Mikropartikeln in flussigen Proben, insbesondere zum Durch- 

■f 

fiihren des genannten Verfahrens. 

Das Zahlen von Bakterien, Blutzellen oder Zellbestandteilen 
in wassrigen Losungen erfolgt bisher mittels Durch- 
f lusszytometer oder Coultercounter . Hier werden die ent- 
sprechenden Partikel gefarbt und anhand von optischen 
Signalen identif iziert oder durch kapazitive Messungen ge- 
zahl t . 



In Kenntnis dieser Gegebenheiten hat sich der Erfinder das 
Ziel gesetzt, derartige Messungen zu vereinf achen . 

Zur Losung dieser Aufgabe fuhrt die Lehre des unabhangigen 
Anspruches; die Unteranspruche geben gunstige Weiterbildun- 
gen an. Zudem fallen in den Rahmen der Erfindung alle Kom- 
binationen aus zumindest zwei der in der Beschreibung, der 
Zeichnung und/oder den Anspruchen offenbarten Merkmalen. 

Erf indungsgemaft werden monovalente primare Antikbrper mit 
induktivitatsandernden, vor allem f er romagnetischen bzw. 
superparamagnetischen, Partikeln in mehrfachem Uberschuss 
gemischt, welche mit sekundaren Antikorpern beschichtet 
sind; anschlieBend werden mittels partieller Sedimentation 
in einer Zentrifuge aggregierte Partikel abgetrennt, die 
aus einem monovalenten primaren Antikorper und antikbrper- 
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beschichteten ferromagnetischen Teilpartikeln bestehen. An- 
stelle primarer Antikorper konnen auch Viren oder Gensonden 
verwendet werden, gegen deren Hullproteine bzw. Spacer- 
molekule die sekundaren Antikorper gerichtet sind. 

5 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung konnen die biolo- 
gischen Partikel zum Nachweis bzw. zum Zahlen immunolo- 
gisch, phagologisch oder molekularbiologisch mit aggre- 
gierten Partikeln verbunden werden, die beim anschlieftenden 
10 Durchstromen einer Metallspule — insbesondere des Spaltes 
einer C-formigen Metallspule mit f erromagnet ischem Kern 
messbare und zahlbare Indukt ivitatsanderungen auslosen. 

Auch hat es sich als gunstig erwiesen, induktivi t atsan- 
15 dernde Partikel vor dem Durchstromen der Metallspule 
mittels Elektromagnet in einer Kunst stof f kapillare festzu- 
halten und dort mit den in die Kapillare einstromenden 
biologischen Partikeln zu verbinden, wahrend die Probe, in 
welcher diese enthalten waren, aus der Kapillare herausge- 
20 fuhrt wird. Zudem sollen durch die Metallspule als Teil 
eines elektronischen Schwingkreises zahlbare Anderungen der 
Eigenschwingf requenz erzeugt werden . 

Urn den apparativen Aufwand bei der optischen Messung zu um- 
25 gehen und eine hohere Spezifitat gegenuber der kapazitiven 
Messung zu erreichen, wird also fur den Nachweis des ein- 
zelnen Partikels ein geandertes Messprinzip eingesetzt: Die 
Messung der Indukt ivitatsanderung einer Mikrospule aus Me- 
tall. Da biologische Partikel aber eine Permeabilitat skon- 
30 stante \i von annahernd 1 haben, mussen diese zum Nachweis 
und zur Zahlung mittels Spule zuvor mit indukt ivitats- 
andernden Substanzen markiert werden. Diese Markierung ge- 
schieht durch die immunologische , phagologische oder mole- 
kularbiologische Ankopplung von ferromagnetischen bzw. 
35 superparamagnetischen -Partikeln, welche monovalent entweder 
mit Antikorpern, mit Virus-Andockmolekulen oder mit 
Gensonden an Spacermolekulen verbunden sind. 



« 
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Im Rahmen der Erfindung liegt eine Vorrichtung der eingangs 
genannten Art mit einer Forderleitung fur eine zu messende 
Probe, die als Messleitung von einer Metallspule als 
Messspule umgeben ist, welche ihrerseits an eine Einrich- 
tung zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonan- 
zereignissen angeschlossen ist. 

In einer besonderen Ausgestaltung ist diese Metallspule um 
einen etwa C-formig gebogenen Kern gelegt, dessen Enden 
einen Spalt begrenzen; durch diesen Spalt ist die Messlei- 
tung gelegt. 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung ist die Forder- 
leitung an eine Einrichtung mit Kapillaren insbesondere 
mit Tef lonkapillaren — angeschlossen; letztere sind einem 
Elektromagneten zugeordnet und konnen in einem von einem 
Polschuh umgebenen Raum angeordnet sein. 

Vorteilhaf terweise ist zwischen den Elektromagneten und 
einem Ventil der Forderleitung eine Zweigleitung fur uber- 
schussige Proben vorgesehen. Zudem konnen jener Einrichtung 
zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonanzereignis- 
sen zur Metallspule hin wengistens ein Widerstand sowie ein 
Kondensator vorgeordnet sein. 

Die Messspule, eine ihr vorgeordnete Piezopumpe und ein 
nachgeordneter Widerstand bzw. Kondensator sollen erfin- 
dungsgemaft Telle einer mikrosystemtechnischen Einheit sein. 

Die Ankopplung der ferromagnetischen Marker geschieht also 
in der Vorrichtung, welche gleichzeitig eine Anreicherung 
der zu zahlenden Partikel ermoglicht: Die Marker werden in 
jener Tef lonkapillare mittels eines Elektromagneten als 
Sorpt ions-Schicht festgehalten, bis die gesamte Probe in 
die Kapillare gepumpt^ wurde und gleichzeitig die uberschus- 
sige Probe aus der Kapillare herausgelauf en ist. Hierauf 
wird der Magnet ausgeschaltet , damit die Marker frei dif- 
fundieren und die Oberflache der biologischen Partikel 



0049407A2_!_> 



WO 00/49407 PCT/EP00/01214 

- 4 - 



10 



15 



20 



25 



sattigen konnen . Dann wird der Kapillaren-Inhalt mit der 
erwahnten piezoelekt rischen Pumpe durch die Metallspule ge- 
pumpt, insbesondere durch den Spalt der C-formig gestal- 
teten Metallspule mit f erromagnet ischem Kern. Die Metall- 
spule wurde als Spirale auf eine Leiterplatte geatzt und 
ist mit Kondensator und Widerstand als Schwingkreis ge- 
schaltet. Der Schwingkreis wird mit einer Frequenz ange- 
regt, die derjenigen Eigenschwingf requenz entspricht, 
welche generiert wird, wenn sich ein durchschnitt lich mar- 
kierter biologischer Mikropartikel in der Spule bzw. im 
Spalt befindet. Dadurch entsteht im Schwingkreis immer dann 
eine Resonanzschwingung, wenn ein entsprechender 
Mikropartikel durch die Spule tritt. 



Ein Beispiel fur die Anwendung dieses Verfahrens ist der 
Nachweis von Kolibakterien in Wasserproben . Hierzu werden 
monovalente primare E . -coli-spezif ische Antikorper mit an 
megnetische Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
giert. Die Suspension dieser Kon jugate wird in die Teflon- 
Kapillare gepumpt und mittels Elektromagnet dort fixiert. 
Beirn Durchstromen der Kapillare mit der zu untersuchenden 
Wasserprobe werden Kolibakterien uber die primaren Antikor- 
per an den Konjugaten f estgehalten . Nach dem Abschalten des 
Magneten kann die Suspension von magnetisch markierten 
Kolibakterien durch die Messspule bzw. den Spalt der Me- 
tallspule gepumpt werden. Die Anzahl der Resonanz-Ereig- 
nisse im angeschlossenen Schwingkreis entspricht der Anzahl 
der Kolibakterien in der ursprunglichen Wasserprobe. Durch 
den Einsatz dieses Gerates und der ent sprechenden Konjugate 
30 ist es moglich, ohne den aufwendigen Einsatz der 
Durchf lusszytometrie Bakterien automatisch zu zahlen. Des 
weiteren ist es moglich, mit dieser Messmethode eine Minia- 
turisierung des Nachweisgerates zu erreichen. 



0049407A2 J > 



t.) 

WO 00/49407 PCT/EP00/01214 

- 5 - 

Mit der beschriebenen Technik werden Partikel wie Bakte- 
rien, Zellen oder Zellbestandteile in wassrigen Losungen 
nachgewiesen und gezahlt. Diese Technik ermoglicht eine Mi- 
niaturisierung des automat ischen Part ikel zahl ver f ahrens . 
5 Dazu werden die Partikel vor der Messung durch die Reaktion 
mit monovalenten antikorper- bzw. virenbeschichteten ferro- 
magnetischen Partikeln markiert . Die induktive Messung be- 
ruht auf dem Passieren der mit den biologischen Partikeln 
aggregierten f erromagnetischen Partikel durch die in be- 
10 schriebener Weise gestaltete Mikrospule eines elektroni- 
schen Schwingkreises. Die beim Passieren auftretenden Re- 
sonanzereignisse werden gezahlt. 

Die erf indungsgemafte Vorrichtung kann in der Medizin, Mi- 
15 krobiplogie und Hygiene eingesetzt werden, beispielsweise 
zum Auszahlen von Blutzellen; es konnen okologisch rele- 
vante Mi kroorganismen ausgezahlt oder kran kheit serregende 
Keime nachgewiesen werden. 
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Weitere Vorteile, Merkmale und Einzelheiten der Erfindung 
ergeben sich aus der nachf olgenden Beschreibung eines be- 
vorzugten Ausfuhrungsbeispieles sowie anhand der Zeichnung; 
diese zeigt in 

Fig. 1, 3: jeweils ein Schema zu einem er- 

findung sgemafi en Ver f ahren ; 



Fig. 2: ein Detail der Fig. 1, 3 in schemati- 

10 sierter Schragsicht. 



Vor einem Verfahren zum Nachweis von Kolibakterien in einer 
durch eine Leitung 10 zugefuhrten Wasserprobe Z werden mo- 
novalente primare E . -coli-spezif ische Antikorper mit an ma- 
15 gnetische Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
giert. Die Leitung fur die monovalenten magnetischen Parti- 
kel F ist mit 12 bezeichnet. Beide Leitungen 10, 12 enthal- 
ten Schlauchpumpen 14 und vereinigen sich nach diesen zu 
einer gemeinsamen Forderleitung 16. 

20 

Das Reagenz mit f erromagnetischen, biologisch aktivierten 
Partikeln wird uber die Leitungen 12 und 16 in eine 
Tef lonkapillare 20 gepumpt und dort mittels eines Elektro- 
magneten 22 fixiert, dessen Magnetspule mit 24 bezeichnet 
25 und dem die Z-formig auf gewickelte Tef lonkapillare 20 in 
einem konzentrischen Polschuh 26 zugeordnet ist. Dieser 
begrenzt mit einem von ihm in Radialabstand umgebenen 
Polstift 28 einen Ringraum 30 fur die Tef lonkapillare . 

30 Beim Durchstromen der Kapillare 20 mit der zu untersuchen- 
den Wasserprobe Z werden Kolibakterien als zu zahlende bio- 
logische Partikel uber die primaren Antikorper an den fer- 
romagnetischen Konjugaten f estgehalten . Nach dem Abschalten 
des Elektromagneten 22 kann die Suspension von magnetisch 

35 markierten Kolibakterien dank einer Piezopumpe 32 in einer 
Messleitung 34 durch eine geatzte Metallspule als Messspule 
36 einer mi krosystemtechnischen Einheit 40 transportiert 
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werden. Aus dieser werden die gezahlten Partikel in Pfeil- 
richtung X ausgetragen. 

* 

Im Ausfiih r ungsbe i sp i e 1 der Fig, 3 wird j ene Suspension in 
der Messleitung 35 durch den Spalt 52 eines ferromagne- 
tischen, C-formig gebogenen Kerns 50 einer Messspule 36 a 
transportiert . 

Die freien Enden 38, 38 a der Messspule 36, 36 a sind -- nach 
einem Widerstand 42 und einem Kondensator 44 an eine 

Einrichtung 46 zum Anregen der Schwingung und zum Messen 
von Resonanzereignissen angeschlossen; dort erfolgt eine 
Umwandlung in Zahlimpulse. 

Die Anzahl der Resonanzereignisse im angeschlossenen 
Schwingkreis entspricht der Anzahl der Kolibakterien in der 
ursprunglichen Wasserprobe Z. 

Zwischen der Tef lonkapillare 20 und der Piezopumpe 32 ist 
ein — ein Ventil 48 enthaltender -- Leitungsabzweig 18 fur 
uberschussige Probeanteile Q vorgesehen, dem in der For- 
derleitung 16 ein Ventil 48 nachgeschal tet ist. 
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PATENTANSPRUCHE 



10 



15 



20 



1. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere ferromagne- 
tischen bzw. superparamagnetischen, Partikeln, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass monovalente primare Antikorper mit induktivi- 
tatsandernden Partikeln im Uberschuss gemischt werden, 
welche mit sekundaren Antikorpern beschichtet sind, 
und anschliefiend mittels partieller Sedimentation 
aggregierte Partikel abgetrennt werden, die aus einem 
monovalenten primaren Antikorper und ant ikorper-be- 
schichteten induktivitatsandernden Teilpartikeln 

bestehen . 

2. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere ferromagnetic 
schen bzw. superparamagnetischen, Partikeln, dadurch 
gekennzeichnet, dass Viren mit induktivitatsandernden 
Partikeln im Uberschuss gemischt werden, welche mit 
gegen die Hullproteine der Viren gerichteten Anti- 

25 korpern beschichtet sind, und anschlieftend mittels 

partieller Sedimentation aggregierte Partikel abge- 
trennt werden, die aus einem Virus und antikorper-be- 
schichteten induktivitatsandernden Teilpartikeln be- 
stehen. 

30 

3. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere f erromagnet i- 
schen bzw. superparamagnetischen, Partikeln, dadurch 
gekennzeichnet, dass spacermolekul-gekoppelte Oligo- 
35 nukleotid-Gensonden mit induktivitatsandernden Parti- 

keln im Uberschuss gemischt werden, welche mit gegen 
die Spacermolekule gerichteten Antikorpern beschichtet 
sind, und anschlieftend mittels partieller Sedimenta- 
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tion aggregierte Partikel abgetrennt werden, die aus 
einer Gensonde und antikorper-beschichteten indukti- 
vitatsandernden Teilpartikeln bestehen . 

5 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 

gekennzeichnet, dass biologische Partikel zum Nachweis 
bzw. zur Zahlung immunologisch, phagologisch Oder 
molekularbiologisch mit den aggregierten Partikeln 
verbunden werden, die als Marker beim anschlieftenden 
10 Durchstromen einer Metallspule meftbare und zahlbare 

Induktivitatsanderungen auslosen . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Marker beim Durchstromen des Spaites an einem 

15 etwa C-formig gebogenen Kern einer Metallspule mess- 

bare und zahlbare Induktivitatsanderungen auslosen. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass induktivitatsandernde Partikel vor dem 

20 Durchstromen der Metallspule mittels Elekt romagne t in 

einer Kunststof f kapillare festgehalten und dort mit 
den in die Kapillare einstromenden biologischen Par- 
tikeln verbunden werden, wahrend die sie enthaltende 
Probe aus der Kapillare herausgef uhrt wird. 

25 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die Metallspule als Teil 
eines elekt ronischen Schwingkreises beim Durchstromen 
der induktivitatsandernden Partikel zahlbare Anderun- 

30 gen der Eigenschwingf requenz erzeugt werden. 

8. Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspendierte 
biologische Partikel in flussigen Proben, insbesondere 
Vorrichtung zum Durchfuhren der Verfahren nach 

35 wenigstens einem^der vorausgehenden Anspruche, dadurch 

gekennzeichnet, dass eine Forderleitung (16) fur eine 
zu messende Probe als Messleitung (34) von einer. Me- 
tallspule als Messspule (36, 36 a ) umgeben- und diese an 



BNSDOCID: <WO 



0049407A2J_> 



I 

J 

WO 00/49407 PCT/EP00/01214 

- 10 - 

eine Einrichtung (46) zum Anregen der Schwingung und 
Messen von Resonanzereignissen angeschlossen ist . 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
5 dass die Metallspule (36 a ) um einen etwa C-formig ge- 

bogenen Kern (50) gelegt und dieser einen Spalt (52) 
aufweist, durch den die Messleitung (34) gefuhrt ist. 



10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekenn- 
10 zeichnet, dass die Forder leitung (16) an eine Einrich- 

tung mit Kapillaren (20) , insbesondere Tef lonkapilla- 
ren, angeschlossen ist sowie letztere einem Elektro- 
magneten (22) zugeordnet sind. 



15 11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Kapillare/n (20) in einem von einem Polschuh 
(24) umgebenen Raum (30) angeordnet sind. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch 
20 gekennzeichnet, dass zwischen den Elektromagneten (22) 

und einem Ventil (48) der Forderleitung (16) eine 
Zweigleitung (18) fur uberschussige Proben (Q) ange- 
ordnet ist. 

25 13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 12, dadurch 

gekennzeichnet, dass der Einrichtung (46) zum Anregen 
der Schwingung und Messen von Resonanzereignissen zur 
Metallspule (36, 36 a ) hin wenigstens ein Widerstand 
(42) sowie ein Kondensator (44) vorgeordnet sind. 

30 
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14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Messspule (36, 36 a ) mit vor- 
geordneter Piezopumpe (32) und nachgeordnetem Wider- 
stand (42) bzw. Kondensator (44) Teile einer mikro- 
5 systemtechnischen Einheit (40) sind. 
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PARTIKELN SOWIE VORRICHTUNG DAFUR 



22 



< 




10 



12 



On 



46 



(57) Abstract: According to the inventive method for 
representing biologically activated inductance-altering 
particles, especially ferromagnetic or superparamagnetic 
particles, monovalent primary antibodies, viruses 
or DNA probes are mixed with inductance- altering 
particles in excess, the latter being coated with secondary 
antibodies. Aggregated particles are then separated 
by partial sedimentation, said aggregated particles 
consisting of a monovalent primary antibody and 
antibody -coated inductance-altering partial particles. A 
detecting and counting device for suspended biological 
microparticles in liquid samples has a delivery line 
(16) for a sample to be measured which is configured 
as a measuring line (34) and surrounded by a metal 
coil which is configured as a measuring coil (36a). The 
measuring coil is connected to a device (46) for exciting 
oscillation and measuring resonance events. The metal 
coil (36a) is placed around a core (50) which is bent 
approximately into a C shape and which has a gap (52) 
through which the measuring line (34) is guided. 



o 



(57) Zusanimenfassung: Bei einem Verfahren fiir 
die Darstellung von biologisch aklivierten induktivi- 
tatsandernden - insbesondere ferromagnetischen bzw. 
superparamagnetischen - Partikeln werden monovalente 
primare Anlikorpcr, Viren oder Gensonden mil induklivitatsandernden Partikeln im Uberschuss gemischt, welche mil sekundaren 
Antikorpem beschichtet sind. und anschliessend mittels partieller Sedimentation aggregierte Partikel abgetrennt; 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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diese bestehen aus einem monovalenten primaren Antikorper und antikorper-beschichieten induktivitatsandernden Teil parti keln. Bei 
einer Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspendierte biologische Mikropanikel in fliissigen Proben ist eine Forderleitung 
( 1 6) fiir eine zu messende Probe als Messleitung (34) von einer Metallspule als Messspule (36a) umgeben und diese an eine Einrich- 
tung (46) zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonanzereignissen angeschlossen; die Metallspule (36a) ist um einen 
etwa C-fbrmig gebogenen Kern (50) gelegt und dieser weist einen Spall (52) auf, durch den die Messleitung (34) gefuhrt ist. 
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